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論文内容要旨
 膵癌は消化器癌の中で最も診断が困難である。早期診断法確立のためには,膵腫瘍マーカーを
 発見し,その特性を明らかにすることが極めて重要である。そのために,まず報告例の少ない人
 膵癌培養細胞株を樹立し,その生物学的,免疫学的特性を検討した。次に,今回樹立した膵癌細
 胞に対する単クローン抗体を作製し,従来のpolyclona1な抗血清では明らかでなかった膵癌関連
 抗原の特性を検討した。
 材料と方法
 L初代培養:膵癌の肝転移巣,切除標本,ヌードマウス移植膵癌を材料として用い,まず細切
 し,meshを通すか,trypsin処理によってsinglecellsあるいはcellclustersとして集め,
 10%fetalbovineserumを含むRPMII640培地にて初代培養を行なった。Fibroblastsは
 trypsin処理によって除去した。増殖曲線はφ35㎜のdishに1×105個の細胞を播き,1日毎に
 細胞数を計算して得た。細胞表面CEAは間接蛍光抗体法(IIF)により,培地中のCEAはDainabot
 kitによるRIAで測定した。染色体数は,100個のmetaphasiccellについて計算した。ヌード
 マウスでの造腫瘍性は,1×107個の樹立膵癌細胞をBALA/Cnu/nuマウスの皮下に移植し,
 2カ月後の腫瘍の有無により検討した。
 2.単クローン抗体の作製:BALBICマウスを樹立膵癌細胞PK-1にて3回免疫し,その免疫
 脾細胞とマウス骨髄腫細胞×63AG8とを融合し,hybridonaを作製し,そのうちPK-1細胞と
 反応の認められたcloneを1imitingdilutionによりクローニングしてsinglecloneとし,単ク
 ローン抗体(McAbF30)を得た。反応性の有無の検討は,まず,標的細胞に対してMcAbF30を
 一次抗体とした間接蛍光抗体法,さらに蛍光抗体法で反応が明らかでなかった細胞については,
 Enzyme!inkedimmunosorbentassay(ELISA)により検討した。
 3.反応特異性の検討:まず,種々のcelllinesまたは,培養上清との反応性をIIFあるいは
 ELISAでの吸収試験により,次にMcAbF30の抗体自体としての特性は,1251ラベルMcAbF30
 に対する種々の非ラベル抗体のbindinginhibitiontestにより検討した。CEAとの反応性の有
 無は,McAbF30と抗CEA抗体による2重間接蛍光抗体法により検討した。各種組織切片との
 反応性はAvidin-Biotinsystemを用いた間接蛍光抗体法により検討した。
 4.SDS-polyacrylamidegel電気泳動(SDS-PAGE):PK-1細胞をt251あるいは35Sメチ
 オニンでラベルし,NP40で膜分画を得た後,McAbF30,SAC-1と反応させi㎜unoprecipitate
 として集めSDS-PAGEにより分子量を算定した。
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結果
 20数例において初代培養を試み,6例を樹立しえた。樹立膵癌培養細胞は,多角形の上皮性細
 胞で,敷石状に密に配列し,monolayerとなって増殖する。培加時間は48時間以上で比較的遅く,
 全てCEAを産生分泌し染色体数もaneuploidpattemを示した。これらceIIlinesのヌードマ
 ウス移植膵癌の組織像は培養に用いた膵癌材料の組織像と類似し,これらcelllinesは,膵管上
 皮由来の腺癌と考えられた。McAbF30は,樹立膵癌細胞6株いずれともよく反応し・た。膵癌以外
 にも大腸癌の一部,食道癌細胞とも反応したが,CEA強陽性の胃癌細胞;乳癌,肺癌,脳腫瘍の
 細胞,リンパ芽球様細胞とは反応しなかった。吸収試験および2重染色法による検討では,McAbF
 30はCEAとは反応しなかった。またbindinginhibitiontestでもMcAbF30はCEA,AFP,
 ferritin,β2μgl,HLAとは反応しなかった。McAbF30と反応する抗原はSDS-PAGEにより
 分子量が19万と16万daltonの蛋白であることが判明したが,膵癌細胞の培養上清中には分泌され
 ない。組織切片での反応性では膵癌のみならず,胃癌,大腸癌,乳癌とも,さらに正常大腸粘膜
 上皮とも反応した。
…
■
考察
 人膵癌培養細胞株の樹立は極めて困難で,報告例は少なく,その多くは未分化癌由来である。
 今回樹立しえた6株は全て,膵管上皮由来の分化型腺癌で,従来の未分化膵癌株よりも,安定し
 てより多く膵癌細胞としての特徴を備え,かつ膵癌特異的マーカーを表現しているものと考えら
 れ,極めて有用な膵癌モデルとなりうる。
 これら樹立膵癌細胞株と反応する単クローン抗体F30は,CEA,AFP,ferritin,β2μgl,
 HLAとは反応せず,分子量19万と16万daltonの抗原と反応する。一方,大腸癌,食道癌など膵
 癌以外の腺癌とも,さらに正常大腸粘膜上皮とも反応するため,完壁には膵癌特異的ではないに
 しても膵癌細胞膜上のintegralproteinとして存在する膵癌関連抗原を認識することから,ミサイ
 ル療法をはじめ特異的免疫療法といった治療面での応用が可能であり,また,より膵癌特異性の
 高いマーカーの検索の基礎となりうるものと考えられた。
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 審査結果の要旨
 膵癌は消化器癌の中で最も診断が困難である。早期診断法確立のためには,膵腫瘍マーカーを
 発見し,その特性を明らかにすることが極めて重要である。本研究では,まず人膵癌培養細胞株
 を樹立し,その生物学的,免疫学的特性を検討し,さらに,今回樹立しえた膵癌細胞に対する単
 クローン抗体を作製し,従来のpolyclona1な抗血清では明らかでなかった膵癌関連抗原の特性
 を検討している。
 まず,20数例の膵癌症例において初代培養を試み,6例を樹立しえた。樹立膵癌細胞は全て
 CEAを産生分泌し,染色体数もaneupioidpa亡temを示した。これらCelilinesのヌードマ
 ウス移植膵癌の組織像は培養に用いた膵癌材料の組織像と類似し,これらCelHinesは,膵管
 上皮由来の腺癌と考えられた。単クローン抗体(McAbF30)は,樹立膵癌細胞6株全てとよく
 反応した。大腸癌の一部,食道癌細胞とも反応したが,CEA強陽性の胃癌細胞,乳癌,肝癌,
 脳腫瘍細胞,リンパ芽球様細胞とは反応しなかった。吸収試験および2重蛍光染色法による検討
 ではMcAbF30はCEAとは反応しなかった。またbindinginhibitiontestでもF30はCEA,
 AFP,ferritin,β2μgl,HLAとは反応しなかった。F30と反応する抗原はSDS,PAGE
 により分子量が19万と16万daltonの蛋白であることが判明したが,膵癌細胞の培養上清中には
 分泌されない。組織切片での反応性では,膵癌のみならず胃癌,大腸癌,乳癌ともさらに正常大
 腸粘膜上皮とも反応した。
 今回樹立しえた6株は全て膵管上皮由来の分化型腺癌であり,未分化膵癌株よりも,より安定
 したかたちで膵癌細胞としての特徴を備え,かつ,より安定に膵癌特異的マーカーを表現してい
 るものと考えられ,極めて有用な膵癌モデルとなりうるものである。これら樹立膵癌細胞株と反
 応する単クローン抗体F30は,CEA,AFP,ferritin,β2μgl,HLAとは反応せず,分子
 量19万と16万daltOnの抗原と反岱する。一方,大腸癌,食道癌などの腺癌とも,さらに正常大
 腸粘膜とも反応するため,完全には膵癌特異的でないにしても,膵癌細胞膜上のintegral
 proteinとして存在する膵癌関連抗原を認識することから,ミサイル療法をはじめ,特異的免疫
 療法といった治療面での応用が可能である。また,より膵癌細胞特異性の高いマーカー検索の基
 盤となりうるものと考えられた。
 以上,本研究は,膵癌の診断と治療に関して,初めて生物学的,免疫学的分野からのアプロー
 チを展開したものである。診断に関しては新しい膵癌マーカーのアッセイ系の開発が,治療面で
 は肝転移に対するミサイル療法の確立など,今後臨床面での応用が大いに期待できるものと高く
 評価される。よって本研究は学位授与に値するものと認める。
 一40一
